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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Zur Zelluntersuchung mit Hilfe der Patch Clamp-Methode bestimmte Vorrichtung und Verfahren 

(57) Beschrieben werden eine zur Zelluntersuchung mit Hil- 
fe der Patch Clamp-Methode bestimmte Vorrichtung so- 
wie ein dazu bestimmtes Verfahren. 

Die Vorrichtung ist mit einer flachigen Anordnung einer 
ersten Anzahl von Mikrokuvetten 1 zur Aufnahme von Zel- 
len 2 und mit einer flachigen Anordnung einer zweiten 
Anzahl von Mikropipetten 3 versehen, die relativ zur fla- 
chigen Anordnung der Mikrokuvetten positionierbar ist, 
um eine Vielzahl in den Mikrokuvetten befindlicher Zellen 
gleichzeitig zu untersuchen. 

Nach dem erfindungsgemafSen Verfahren wird eine Viel- 
zahl von Zellen 2 angeordnet und mit Hilfe einer Vielzahl 
von Mikropipetten 3 eine Vielzahl angeordneter Zellen 
gleichzeitig untersucht. 

Die Erfindung ermoglicht erstmals eine automatisierte 
und somit beschleunigte Durchfuhrung einer Vielzahl von 
Untersuchungen, die nach bisheriger Technik nur manu- 
ell und unter grofSem Zeitaufwand durchgefuhrt werden 
konnen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich aufeine zur Zellunicrsuchung 
mil Hilfe der Patch Clamp- Methode bestimmte Vorrichtung 
sowie auf ein dazu bestimintes Verfahren. 5 

Die Patch Clamp- Methode ist ein Verfahren, um bioelek- 
trische Signale, nainentlich das elektrische Potential im In- 
nern einer Zelle und den durch ionische Trans port prozesse, 
die sog. Ionenkanale zustandekommenden Strom durch eine 
Zel line m bran zu i lies sen. Mit diesem Verfahren ist. es heut- 10 
zurage mogiich, den Strom durch eine Zellniembran sogar 
separat fureinen spezifisehen Ionenkanal zu messen undda- 
durch Erkenntnisse uber die Funktionsweise der Zel line m- 
bran zu gewinnen. Messungen mil Hilfe der Patch Clamp- 
Methode werden in der Neurowissenschaft vorgenommen, 15 
um die Wirkung von Pharmaka und Chemotherapeutika auf 
die Aktivitat von Ionenkaniilen zu erforschen. 

Aus der Patch Clamp-Methode wurden versehiedene Va- 
riant en entwickelt, um die elektrische Leitfahigkeit in ein- 
zelnen Metnbranabschnitten zu bestimmcn. Fur die Unter- 20 
suchung wird die Me nib ran einer Zelle, iiblicher weise einer 
Nerven zelle, mil einer als Mikropipette dienenden Glaska- 
pillare anzusaugt und je nach Variante auch durchstoBen, um 
das intrazellulare Potential von typischerweise 1-500 umV 
mit einer in der Glaskapillare befindlichen Elektrode gegen- 25 
uber einer Re fere nzelekt rode zu messen. Dabei ist die Zelle 
mechanisch fest ink der Mikropipette verbunden und stent 
iiber ihre Membran milder umgebenden Losung in Kontakt. 
GemaB einer anderen Variante wird ein angesaugter Teil ei- 
ner Zel I membran von der Zelle abgetrennt, um dann die 30 
Leitfahigkeit dieses Me mbrans tucks (patch) zu ermitteln. 
Bezuglich der Art der Membran abtrennung sind versehie- 
dene Varianten gelaufig, um das Mem bran stuck fur die 
nachfolgenden Messungen in beiderlei Orientierungen (in- 
side-out patch bzw. outside-out patch) an der Mikropipette 35 
zu befestigen 

Die Messung des Potentials innerhalb der Zelle bzw. die 
Messung von Stromen durch die Zel linem bran hindurch er- 
folgt mil Hilfe von Mikroelektroden, die sich innerhalb der 
Mikropipette betinden konnen oder mil Hilfe heutiger Ver- 40 
fahren wie der Dunnschichttechnik auf Substraten herge- 
stellt werden, auf denen die zu untersuchenden Neuronen 
positioniert werden miissen. 

Obwohl die Patch Clamp-Methode sich seit ihrer Einfiih- 
rung in der Neurowissenschaft zu einer Routinemessung in 45 
neurobiologischen Labors entwickelt hat, ist sie meBtech- 
nisch auBerst an sprue hs vol I und erfordert bi slang noch eine 
mikroskopische Kontrolle des Eingritfs an der zu untersu- 
chenden Zelle. Nachteilig ist dabei vor allem, daB dieses 
Verfahren ftir den Umgang mil der einzelnen Nerven zelle 50 
ein erhebliches Geschick und Feingefuhl seitens des Opera- 
teurs voraussetzt; so miissen die Neuronen beispielsweise 
auf einem Substrat aufgesucht werden und gegebenenfalls 
auch unmittelbar an Mikroelektroden an der Substrat ober- 
flache positioniert werden, um die erforderlichen Messun- 55 
gen durchfiihren zu konnen. 

Infblge des man ue lien Umgang s mit der einzelnen Zelle 
ist die Patch Clamp-Methode bislang mit einem erheb lichen 
Zeitaufwand verbunden. Insbesondere bei der Untersuchung 
einer Vielzahl von Zellen ist dieser Nachteil um so gravie- 60 
render, da die Zellen nach ihrer Isolierung vom Gewebe 
raumlich beliebig verteilt sind und aus diesem Grunde nur 
nacheinander aufgesucht, plaziert und untersucht werden 
konnen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine 65 
Vorrichtung sowie ein Verfahren bereitzustellen, um mit 
Hilfe der Patch Clamp-Methode eine Vielzahl von Zellen 
gleichzeitig zu untersuchen, die Untersuchung der Zellen zu 
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auiomatisieren und so auf die bislang erforderliche mikro- 
skopische Kontrolle zu verzichten. Ferner soli die Untersu- 
chung einer Vielzahl von Zellen auf kleinstem Raum erniog- 
licht und schiieBlich der fur die Patch Clamp- Messung no- 
tige Zeitaufwand drastisch minimiert werden. 

Eine erfindungsgemaBe Losung dieser Aufgabe ist fur die 
Vorrichtung im Anspruch 1 und fur das Verfahren im An- 
spruch 6 angegeben. Weiterbildungen der Erfindung sind 
Gegenstand der abhangigen An sprue he. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch eine 
Vorrichtung mit einer flachigen Anordnung einer ersten An- 
zahl von Mikrokuverten zur Aufnahme von Zellen und mit 
einer flachigen Anordnung einer zweiten Anzaht von Mi- 
kropipetten, die relativ zur flachigen Anordnung der Mikro- 
kuvetten positionierbar ist, um eine Vielzahl in den Mikro- 
ku vet ten befindlicher Zellen gleichzeitig zu untersuchen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB ferner durch ein Ver- 
fahren gelost, wonach eine Vielzahl von Zellen angeordnet 
wird und mit Hilfe einer Vielzahl von Mikropipetten eine 
Vielzahl angeordneter Zellen gleichzeitig untersucht. wird. 

Durch die systematische raumliche Anordnung sowohl 
der zur Aufnahme der Zellen bestimmten Mikrokiivetren als 
auch der Mikropipetten wird es erstmals mogiich, die Patch 
Clamp-Methode zu auiomatisieren und auf diese Weise zeit- 
und kos ten spare nd durchzufiihren. Die zu untersuchenden 
Neuronen werden von einer flachigen Anordnung von Mi- 
krokiivetten - in der Regel ein Substrat mit gleichmaBig ver- 
teilten Vertiefungen in seiner Oberflache - aufgenomiuen 
und so auf exakt bestimnibaren Positionen ge halt en. Eine 
tlachige Anordnung von Mikropipetten ermoglicht bei ge- 
nauer Positionierung gegeniiber der Anordnung der in den 
Mikrokuvetten befindlichen Zellen die gleichzeitige Durch- 
fiihrung einer Vielzahl von Einzelmessungen, die bislang 
nur nacheinander und bei gleichzeitiger Beobachtung durch 
ein Mikroskop durchgefuhrt. werden konnten. Die Mikropi- 
petten bzw. Mikrokuvetten konnen auf den entsprechenden 
Flachen auf engstem Raum angeordnet werden und ermog- 
lichen so den Bau sehr kompakter MeBvorrichtungen. Die 
Kuvetten und Pipetten werden auf den dafiir vorgesehenen 
Flachen vorzugs weise regelmaBig verteilt, d. h. sie bilden 
bei festem gegenseitigein Abstand untereinander ein gleich- 
maBiges Raster. Die genaue Gestalt der Raster wird sich in 
der Praxis an GroBe und Form der Mikropipetten bzw. der 
Mikrokuvetten orientieren. 

Eine erfindungsgemaB be vorzugte A usfuh rungs form der 
Vorrichtung sieht vor, daB die flachige Anordnung von Mi- 
krokuvetten ein der flachigen Anordnung von Mikropipetten 
angepaBtes, aber in mindestens einer Richtung kleineres Ra- 
stennaB besitzt und daB die Anordnung von Mikrokuvetten 
und die Anordnung von Mikropipetten relativ zueinander 
seitlich versetzbar sind, um wiederholt eine Vielzahl von 
Zellen gleichzeitig zu untersuchen. Im einfachsten Fall einer 
regel maBi gen Anordnung entspricht der Abstand benach- 
barter Mikrokuvetten einem ganzzahligen Bruchteil des Ab- 
standes benachbarter, gegeniiber den Mikrokuvetten groBe- 
rer Mikropipetten, wodurch eine wesentlich erhohte Zahl 
von Zellen gleichzeitig aufgenommen werden kann als bei 
einer Anordnung gleich vieler Kuvetten wie Pipetten. Die 
Anzahl gleichzeitiger Messungen ist nur noch durch die 
GroBe der Mikropipetten bzw. durch die fiir sie vorgesehene 
FlachengroBe begrenzt. Zur Untersuchung samtlicher in den 
Mikrokuvetten befindlicher Zellen sieht die entsprechende 
Ausfiihrungsfonn des Verfahrens vor, daB die Vielzahl von 
Mikropipetten relativ zu einer Anordnung von Zellen ver- 
se tzt wird und wiederholt eine Vielzahl angeordneter Zellen 
untersucht wird. Auf diese Weise kann die erfindungsge- 
maBe Vielfach messung in kurzen Zeitabstanden wiederholt 
werden, ohne daB es eines zwischenzeitlichen Austausches 
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dor Zellen bedarf. Dies t Li h ri zu einer weiteren Steigerung 
dcr Durchsai /./allien. 

lline weitere Austuhmngsform der Erfindung siehi einen 
Mikronioior zuni Posit ion ieren und/oder zum Verse tzen der 
Anordnung von Mikrokiiveiten und der Anordnung von Mi- 
kropipetten relativ zueinander vor. Der Mikronioior zuni 
Absenken der Mikropipettenanordnung auf die Mikrokiivet- 
tenanordnung und zuni seiilichen Verfahren beider gcgen- 
einander gewahrleisiet mil Hi 1 fc der heutigen Feinniechanik 
und Mikrotechnologie den punktgenauen Koniakt von Neu- 
ronen und Pipetten. wodurch die vorgesiellte Erfindung die 
erslmalige Unicrsuchung einer Vielzahl von Zellen ennog- 
licht. Dabei kann die Pi pel ten anordnung oder auch die Kii- 
veiienanordnung durch den Mikronioior verfahren werden. 

liine weitere Ausfiihrungsfcrni der Erfindung sieht eine 
Zellzufiihreinrichiung und/oder eine Spuleinrichtung zuni 
Em fie men von Zellen vor. Dies Turin zu einer weiteren Aulo- 
inaiisierung der Messungen und daunt zu einer weileren 
Zeiiersparnis insbesondere im Falle einer Vielfaehmessung, 
die die Aufnahmekapazitat der KiiveUenansammlung fiber- 
steigt. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung sieht einen 
Filter auf der Ruckseite der Anordnung der Mikrokuvetten 
vor. Da die zu untersuchenden Zellen von der der Pipetten- 
anordnung zugewandten Seile aus in die Mikrokuvetten ein- 
gebracht werden und die Mikrokuvetten vorzugsweise in 
Richtung der Pi pel ten konisch aufgeweilel sein konnen. um 
die Zellen sicher aufzunehnien, enipliehli sich eine Spi.il ung 
der Kuvel tenanordn ung von der Ruckseite her. Tn dieseni 
Fall ist ein Filter vorieilhaft, urn ein Verstopfen der Mikro- 
kuvetten durch kleine Partikel zu verhindern. 

Die Erfindung wird nachstehend ohne Beschrankung des 
allgenieinen Erfindungsgedankens an hand von Ausfuh- 
rungsbeispielen unter Bezugnahme auf die Zeiehnungen ex- 
emplarisch beschrieben. auf die im ubrigen hinsichtlich der 
Offenbarung alter ini Text nicht naher erlauierten erfin- 
dungsgemaBen Einzelheiten ausdrucklich verwiesen wird. 
Es zeigen: 

Fig. 1 einen Querschnitt durch eine erfindungsgeinaBen 
Vorrichtung wiihrend der Patch Clamp- Messung, 

Fig. 2 eine vergroBerle Detailansicht aus Fig. 1, 

Fig. 3 einen Querschnitt einer erfindungsgeinaBen Aus- 
fuhrungsform der Vorrichtung und 

Fig. 4 eine perspektivische Ansicht der erfindungsge ma- 
Ben Anordnungen von Mikrokuvetten und Mi kropipetten. 

Die Fig. 1 und 2 zeigen schematise!! eine erfindungsge- 
maBe Vorrichtung wahrend der Patch CLanip-Messung. Eine 
Mikrokiivettenanordnung 1 weist eine Vielzahl im Raster 
angeordnei er Mikrokuvetten zur Aufnahme einer Vielzahl 
von Zellen 2 auf. Einige der Zellen werden von einer Mikro- 
pipettenanordnung 3 beruhrt bzw. von den Mikropipetten 
angesaugt. Mildieser Anordnung von n x n Pipetten konnen 
n2 Messungen gleichzeiiig durchgefiihrt werden. Fig. 3 
zeigt eine Ausfiihrungsforni der erfindungsgeinaBen Vor- 
richtung mil einem unterhalb der Mikrokiivelten belindli- 
chen Filter 4, gleicht ansonsten der Fig. 1. Die raumliehe 
Anordnung der Mikrokiivettenanordnung (MKA) und der 
Mikropipettenanordnung (MPA) ist in Fig. 4 dargestellt. Die 
MPA befindet sich liber der MKA, wobei die spitz zulauren- 
den Offnungen der Mikropipetten der MKA zugewandt 
sind. Die MPA kann durch einen nicht abgebildeten Mikro- 
nioior relativ zur MKA verfahren werden. 

Fur cine ungefahre Einschatzung der typischen Abmes- 
sungen der erfindungsgeinaBen Vorrichtung werden nach- 
stehend ohne jegliche Beschrankung der Allgemeinheit ei- 
nige exemplarische Zahlenangaben genannt: 

Auf der Mikrokiivettenanordnung von der GroBe eines 
Quadratzentimeters belinden sich auf einer Flache von 8 x 



8 nmi2 entlang jeder Richtung des quadratischen Rasters 
160 Kuveuen und somit insgesanu 25600 Kuveuen im ge- 
genseiiigen Abstand von 50 pm. Die Mikropipettenanord- 
nung weist auf einer Flache von mindestens 2x2 mm2 16 

5 im quadratischen Raster angeordneie Mikropipetten (Nozz- 
les) mil eine i u gegenseiiigen Abstand von 400 uui auf. Das 
RastennaB der Mikropipettenanordnung entsprieht hier also 
clem achtfachen RastennaB der Mikrokiivettenanordnung. 
Um alle in der MKA befindlichen Zellen zu untersuchen, 

io kann die MPA in beiden Richtungen parallel zum MKA in 
40 Schritten verfahren und damit in insgesamt 1600 unter- 
schiedliche Positionen gebracht werden. 

Mikrokiivettenanordnung sowie Mikropipettenanord- 
nung werden mit Hilfe lithographischer Methoden derHalb- 

15 leitertechnik, die Elektroden der MPA in Diinnnlmiechnik 
gefertigi. Mikromechanische Strukluren dienen zur Justie- 
rung des Motors; die Komponenten werden feinmechanisch 
und mikrotechnisch verbunden. Ein Mikroprozessor steuert 
die Mikroakioren und erfaBt die anfallcnden MeBdalen, die 

20 dann elektronisch ausgewcrtel werden. 

Mit der erfindungsgetuiiBen Vorrichtung und dem be- 
schriebenen Verfahren konnen (derzeit) bereits einige Tau- 
send Messungen in wenigen Minuten durchgefuhrt werden. 

25 Paientanspriiche 

1. Zur Zellunlersuchung mil Hilfe der Patch Clamp- 
Methode bestiinnite Vorrichtung mit einer flachigen 
Anordnung einer ersten Anzahl von Mikrokuvetten (1) 

.H) zur Aufnahme von Zellen (2) und mit einer llachigen 
Anordnung einer zweiten Anzahl von Mikropipetten 
(3), die relativ zur flachigen Anordnung der Mikroku- 
vetten positionierbar ist, um eine Vielzahl in den Mi- 
krokuvetten befindlicher Zellen gleichzeiiig zu unter- 

35 sue hen. 

2. Vorrichtung nach Anspruch I, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die (lachige Anordnung von Mikrokuvet- 
ten ein der flachigen Anordnung von Mikropipetten an- 
gepaBtes, aber in mindestens einer Richtung kleineres 

40 RastennaB besitzt und daB die Anordnung von Mikro- 
kiivelten und die Anordnung von Mikropipetten relativ 
zueinander seitlich versetzbar sind, um wiederholt eine 
Vielzahl von Zellen gleichzeiiig zu untersuchen. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2. gekennzeich- 
45 net durch einen Mikromotor zum Posit ionieren und/ 

oder zum Versetzen der Anordnung von Mikrokuvetten 
und der Anordnung von Mikropipetten relativ zueinan- 
der. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3. ge- 
50 ken nzeic line t durch eine Zellzufuhreinrichtung und/ 

oder eine Spuleinrichtung zum Em feme n von Zellen. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, ge- 
kennzeichnet durch einen Filter (4) auf der Ruckseite 
der Anordnung der Mikrokuvetten. 

55 6. Zur Zellunlersuchung mil Hilfe der Patch Clamp- 
Methode bestiniinies Verfahren, wonach eine Vielzahl 
von Zellen (2) angeordnei wird und mil Hilfe einer 
Vielzahl von Mikropipetten (3) eine Vielzahl angeord- 
nei er Zellen gleichzeiiig untersucht wird. 

60 7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Vielzahl von Mikropipetten relativ zu einer 
Anordnung von Zellen versetzt wird und wiederholt 
eine Vielzahl angeordneter Zellen untersucht wird. 
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